組織的な若手研究者海外派遣事業　報告書
医学医療系　解剖学発生学研究室　助教　大石　久史
＜出張先＞

カナダ　マギール大学　ロイヤルビクトリア病院

＜期間＞

2012年7月13日　～　2011年10月15日　(95日間)
＜研究内容＞
　
大Maf群転写因子は、b-Zip型の転写因子で、ヒトおよびマウスでは、MafA、MafB、c-Maf、NRLの４種類存在することが知られている。私の所属する研究グループでは、それぞれの遺伝子欠損マウスを用いて、その生体内における役割を解析してきた。その結果、c-Mafが眼の水晶体形成や、骨芽細胞の分化に必須の転写因子であること、MafAが成体の膵臓β細胞の機能維持に必須の転写因子であること、さらには、MafBが膵臓内分泌細胞の発生、内耳の形成、腎臓の足細胞の機能発現、マクロファージの機能分化に必須の転写因子であることを明らかにしてきた。一方で、ヒトにおいても、特にMafBおよびc-Mafがヒト多発性骨髄腫や、遺伝性骨関節疾患のひとつであるMulticentric Carpotarsal Osteolysisの責任遺伝子として、MafBが同定されるなど、ヒト疾患との関わりが明らかになりつつある。そこで、今回私は、さらにヒトにおける大Maf群転写因子の機能解析を進めるために、カナダモントリオール市にあるマギール大学ロイヤル・ビクトリア病院において、脂肪組織由来のヒト間葉系間質細胞(MSC)の単離と同定、さらに大Maf群転写因子、特にc-MAF転写因子の機能解析を試みた。
　動脈硬化に伴って大動脈弁置換を施術され、インフォームドコンセントの得られた48歳から79歳までの白人男性4人女性5人より、皮下脂肪塊を入手し、コラゲナーゼ処理後、10%ウシ血清を含む通常培養細胞条件下で細胞培養を行った。1週間後、培養ディッシュへの付着細胞を、それぞれ軟骨細胞分化用、骨芽細胞分化用、脂肪細胞分化用培地に交換し、2週間後にアルザリン・レッド、アルシアン・ブルー、オイルレッド・オー染色によって、それぞれの細胞に分化誘導可能な事を確認した。一方、MSCの細胞表面マーカーとして、CD73, CD90, CD105陽性、HLA-DR, CD14, CD19, CD34, CD45陰性である事が報告されており、これらのマーカーの発現をFACSで解析したところ、過去の報告と同様である事が確認できた。さらに、ステムセルマーカーであるNANOG, OCT3/4, SOX2の発現の有無をRT-PCR法で確認した所、一部のMSCでこれらマーカー遺伝子の発現が確認できた。以上から、MSCの単離・培養に問題のないことを確認した。

　配属されたColmegna研究室では、MSCによる免疫制御機能に注目しており、MSCとヒトCD4 T細胞の共培養によって、CD3/CD28刺激によるT細胞の増殖が抑制される事を見いだしている。さらに65歳以上の高齢者由来のMSCでは、その効果が65歳以下のドナーと比較して減弱している事を発見した。一方で、MSCは、TLRの発現パターンによって、分泌サイトカインの異なる2つのMSC (MSC1とMSC2) に分けられることが報告されており、65歳以上のドナーと以下のドナーでは、そのMSCのサブポピュレーションが異なる事が示唆された。また、一般に、ヒトでは、年齢の上昇とともに、骨量の減少・皮下脂肪の増加が見られるが、マウスMSCでは、c-Mafの発現亢進に伴い、骨芽細胞分化の促進と脂肪細胞分化が抑制されることが明らかとなっていることから、65歳以上のドナー由来のMSCでは、c-MAFの発現が低下している事が予想された。しかし、これまでのところ、65歳以上のドナーと65歳以下のドナー間でTLR3、TLR4、c-MAFの発現量に、明らかな有意差は認められていない。

＜感想＞

マギール大学は、カナダ最古の大学で、様々な分野で多数のノーベル賞受賞者を輩出している。素晴らしい研究環境で、3ヶ月間の海外研修を体験出来た事に、Colmegna研究室のメンバーおよび、筑波大学でサポートしていただいた多数の皆様に、深く感謝とお礼を申し上げたい。
